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研究成果の概要：植物の G2/M 期特異的遺伝子群の発現は R1R2R3 型の Myb 転写因子により制御

されていることをすでに明らかにいしている。本研究では、G2/M 期遺伝子の転写制御に関わる

新奇因子を同定するため、シロイヌナズナの R1R2R3-Myb 遺伝子破壊株に見られる細胞質分裂の

異常が促進される変異体の単離およびその原因遺伝子の同定を行った。現在までに同定するこ

とができた原因遺伝子の一つは、細胞質分裂を制御する MAP キナーゼカスケードを構成する

MAPKK キナーゼであった。また、他の複数の変異体についても同様に解析を進めており、原因

遺伝子の同定を行う予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
 
植物のゲノムには非常に大きな Myb 転写因子
ファミリーが存在するが、この中で Myb ドメ
インが 3 回の繰り返し配列からなる
R1R2R3-Myb は小さなサブファミリーを形成
している。シロイヌナズナには 5 個の
R1R2R3-Myb をコードする遺伝子が存在し、そ
れらは一次配列の類似性から 3つのグループ
（A-type, C-type, D-type）に分類すること

ができる。このうち A-type Myb と C-type Myb
はイネやタバコにも存在しており進化的に
保存されているが、D-type Myb は今のところ
シロイヌナズナにしか見つかっていない。 
 R1R2R3-Myb は G2/M 期特異的遺伝子群のプ
ロモーター領域に存在する共通のシスエレ
メントである MSA エレメントに結合し、転写
を制御していることが示されている。シロイ
ヌナズナの A-type Myb をコードする遺伝子
２つ（MYB3R1 と MYB3R4）を同時に破壊した

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2007~2008 

課題番号：19570034 

研究課題名（和文） 植物の G2/M 期遺伝子の転写制御に関わる未知因子群の探索 

  

研究課題名（英文） Search for novel factors regulating transcription of G2/M  

  phase-specific genes in plant cells. 

研究代表者 

伊藤 正樹（ITO MASAKI) 

名古屋大学・大学院生命農学研究科・准教授 

 研究者番号：10242851 

 
 



 

 

二重変異体では、一群の G2/M 期遺伝子の発
現の低下と不完全なサイトキネシスが生じ
ることがわかっている。このサイトキネシス
の異常は MSA エレメントをプロモーター領域
に持ち細胞板形成に必須な機能を担ってい
る KNOLLE 遺伝子の発現の低下が主要な原因
であることを明らかにした。これらの結果か
ら A-type Myb は MSA エレメントに結合する
転写活性化因子であり、下流の G2/M 期遺伝
子の発現を通じてサイトキネシスを正に制
御していると考えられる。一方、シロイヌナ
ズナに２つ存在する C-type Myb 遺伝子の破
壊を A-type Myb 遺伝子の破壊と組み合わせ
てもサイトキネシスの異常や G2/M 期遺伝子
の発現の低下を促進しないことから、C-type 
Myb は A-type Myb とは異なった働きをしてい
ることが予想されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
A-type Myb の二重変異体では多くの G2/M 期
遺伝子の発現が低下し、不完全なサイトキネ
シスが高頻度で生じるが、致死にはならずに
成熟個体にまで成長し、稔性も有する。一方
で、A-type Myb の標的である KNOLLE 遺伝子
はサイトキネシスに必須であり、その機能欠
失型変異は芽生えの段階で致死となること
が知られている。さらに、MSA エレメントに
変異を導入した KNOLLE ゲノム断片は、この
致死性を相補することができないことから、
MSA エレメントを通じた転写活性化は KNOLLE
の十分な機能の発現に不可欠であると考え
られる。これらのことから、MSA エレメント
を通じた転写活性化には A-type Myb 以外の
未知の因子が関わっていることが示唆され
る。MSA エレメントを通じた G2/M 期遺伝子の
転写活性化のメカニズムを理解するために
は、このような未知の因子を同定することが
不可欠である。そこで、本研究では、MSA エ
レメントに結合し、A-type Myb と冗長的に働
く新奇転写制御因子の同定を目指して研究
を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
A-type Mybと冗長的に働くことが期待される
因子として、構造的に類似する転写因子が考
えられる。このような因子として、他のタイ
プの R1R2R3-Myb や R2R3-Myb が考えられる。
しかし、シロイヌナズナに存在する C-type
や D-type の R1R2R3-Myb は A-type Myb との
機能的な冗長性はないことがわかっている。
シロイヌナズナに 125 個の遺伝子が存在する
R2R3-Myb の中に、MSA エレメントに結合する
転写活性化因子が含まれているとすれば、

DNA 結合領域である Myb ドメインのアミノ酸
配列が、A-type Myb に類似している可能性が
考えられる。そこで、R2R3-Myb ファミリーの
うち、遺伝子系統樹上で R1R2R3-Myb と隣接
する分類群に属する Myb の遺伝子破壊株を解
析することにした。これらの R2R3-Myb が
A-type Mybと同様な機能を持つものであれば、
遺伝子破壊株において G2/M 期遺伝子の発現
が減少していると予想される。 
 一方、A-type Myb とは構造的な類似性を持
たない因子が冗長的に働く可能性も考えら
れる。このような因子に機能欠失型変異が起
きると、A-type Myb 変異体に見られる異常が
促進されると考えられる。そこで、A-type Myb
遺伝子破壊株の異常を促進する変異体を単
離して、原因遺伝子を同定すれば、A-type Myb
と冗長的に働く因子を同定できると考えら
れる。 
 
(1) A-type Myb 変異体の異常を促進するエン
ハンサー変異体の単離および解析 
A-type Mybと冗長的に働く因子が機能欠失型
の変異を引き起こすと、A-type Myb 遺伝子破
壊株の異常が促進されることが期待される。
しかし、２個の A-type Myb 遺伝子（MYB3R1
と MYB3R4）を同時に欠く二重変異体に冗長的
な因子の変異が組み合わさると、致死となる
可能性が考えられる。また、myb3r1 myb3r4
二重変異体では、胚発生初期に生じる不完全
なサイトキネシスの結果、次世代の植物の中
に倍数化した個体が高頻度（約 40%）で出現
することがわかっている。このような性質は
遺伝学的な解析や原因遺伝子の同定には大
きな障害となるため、myb3r1 myb3r4 二重変
異体よりもマイルドな異常を示す myb3r4 単
独変異体を親株として用いることにした。
myb3r4変異体には、非常に弱いサイトキネシ
スの異常が現れることがわかっているが、こ
の弱い異常を促進するエンハンサー変異体
のスクリーニングを行った。合計 20,000 粒
の myb3r4 変異体の種子に EMS による突然変
異誘発処理を行った。M2 世代の種子を寒天培
地上に播種し、子葉表皮におけるサイトキネ
シスの異常が強く現れる個体の選抜を行っ
た。サイトキネシスの異常の程度は、特徴的
な形態異常を示す気孔の頻度により定量化
することができる。myb3r4変異体の子葉では、
異常となる気孔の頻度は全気孔の 1%未満で
あり、一見したところ野生型植物と区別がつ
かないが、この頻度が顕著に増加する変異株
をエンハンサー変異体として選抜した。約
5,000 個体の子葉を透明化処理後、ノマルス
キー顕微鏡で観察し、異常の強い個体を 176
株単離した。これら一次スクリーニングで選
抜された個体から種子を採取し、M3 世代の植
物体を用いて二次スクリーニングを行った
ところ、176 株中 61 株に異常の促進が確認さ



 

 

れた。 
 このような異常の促進を示す変異体の原
因遺伝子として、①MYB3R4 と冗長的に働く転
写活性化因子、②MYB3R1 の働きを正に制御す
る因子、③MYB3R4 の下流でサイトキネシスを
正に制御する因子、および④サイトキネシス
に必要であるが MYB3R4 とは直接の関連がな
い因子などが想定される。G2/M 期転写に関わ
る新奇制御因子を同定するためには、①や②
に相当する因子群に変異をもつ株を選抜す
る必要がある。このような変異株では、(a) 
G2/M 期遺伝子の発現の低下が起きているこ
と、そして(b) サイトキネシスの異常の程度
が myb3r4 変異に依存していることが考えら
れる。そこでまず、二次スクリーニングで得
られた 61 株中から、G2/M 期遺伝子の転写産
物が親株（myb3r4変異体）に比べて減少して
いるものを選抜するために、リアルタイム
RT-PCRにより、複数のG2/M期遺伝子（KNOLLE, 
CYCB1;1, AtNACK1, および imk2）の転写産物
レベルを解析した。この結果、調べた 4種の
転写産物のうち全部あるいは一部のレベル
が低下している 13 株を選抜した。さらに、
これらの変異株のうちサイトキネシスの異
常が myb3r4 変異に依存しているものを選抜
した。変異株を野生型株と交配して、F2 世代
の植物の遺伝子型を決定するとともに、子葉
における形態異常を持つ気孔の頻度を解析
した。このようにして、野生型 MYB3R4 遺伝
子を受け継いだ F2 個体においてサイトキネ
シスの異常が回復するかどうかを調べたと
ころ、現在までに少なくとも 3 株において、
サイトキネシスに関する表現型が myb3r4 変
異に依存していることが示された。 
 
(2) myb3r4の異常を促進するランズバーグ型
の遺伝的多型 
コロンビア背景の myb3r4 遺伝子破壊株を遺
伝学的に解析する過程で、野生型ランズバー
グ株の背景に存在する遺伝的な多型により
myb3r4 変異体に見られるサイトキネシスの
異常が促進されることを偶然見いだした。遺
伝学的解析の結果、myb3r4の異常を促進する
多型は複数の遺伝子座に存在するが、それら
のうち表現型に大きな影響を及ぼす主要な
遺伝子座が一つ存在することが示唆された。
そこで、マップベースクローニング法により
原因遺伝子の特定を行った。異常の促進は、
目的の遺伝子座がランズバーグ型のホモに
なったときに最も顕著に現れるが、ランズバ
ーグ型とコロンビア型のヘテロ接合体にも、
ある程度の異常の促進が見られた。これら二
通りの遺伝子型を F2 植物の表現型だけを指
標にして判定するのは困難であったため、F3
世代の植物における表現型を調べて、その分
離のパターンから、F2 世代植物の遺伝子型を
判定するという方法をとった。また、表現型

を観察するには、１個体ごとに莢の表皮組織
をノマルスキー顕微鏡で観察することが必
要であり、このための手間と時間を節約する
ために FIRE 法によるマッピングを行った。
FIRE 法では、原因遺伝子を挟む二つの DNA マ
ーカーの間で組換えが起こっている個体を
PCR による遺伝子型解析により選抜し、選抜
された個体についてだけ表現型の解析を行
う。このために、観察する植物個体数を大幅
に減少させることができる。最終的に第 3染
色体上腕の約 19 kb に候補領域を絞り込んだ。
この領域には 5個の遺伝子が存在すると予想
された。この領域に対応するコロンビア型ゲ
ノムを含む BAC クローン（F2O10 および
F24F17）から、サブクローンを作製して、異
常が促進された株にアグロバクテリアを介
した方法により導入したところ、At3g06030
を含むサブクローンによってのみサイトキ
ネシスの異常が回復した。また、At3g06030
に T-DNA 挿入を持つコロンビア背景の遺伝子
破壊株を取得して解析を行ったところ、
At3g06030 を単独で欠失した変異体はサイト
キネシスの異常を示さないこと、myb3r4と組
み合わせた二重変異体は顕著な異常の促進
を示すことがわかった。これらの結果から、
ランズバーグ型の At3g06030 では、何らかの
原因によりコロンビア型に比べて機能が低
下していること、そしてこの機能の低下が
myb3r4 変異体の異常を促進することが示唆
された。 
 
(3) R1R2R3-Myb に構造が類似する R2R3-Myb
遺伝子の多重変異体 
A-type Mybと冗長的な働きを持つ未知因子の
候補として、R1R2R3-Myb に構造が類似する
R2R3-Myb が考えられる。シロイヌナズナの
Myb 遺伝子ファミリーの遺伝子系統樹上で、
Mybドメインの一次配列がR1R2R3-Mybに似通
った R2R3-Myb のグループが二つ存在してい
る。一つは 4個の遺伝子（MYB73, MYB70, MYB44, 
MYB77）から構成されており、もう一つのグ
ループには 3 個の遺伝子（MYB1, MYB109, 
MYB25）が存在する。これらのグループの
R2R3-Myb 遺伝子の破壊株を解析し、G2/M 期
遺伝子の発現に対する影響やサイトキネシ
スの異常について解析を行った。各グループ
のメンバーの間には機能的な冗長性が考え
られるため、グループ内の複数あるいは全部
の遺伝子に破壊をもつ多重破壊株を交配に
より作出した。作出したのは、myb44 myb73 
myb77三重変異体、myb44 myb73 myb77 myb70
四重変異体、および myb1 myb109二重変異体
の３株である。MYB25 の破壊株は既存の変異
体としては見つけることができなかったた
め、myb1 myb109 myb25 三重変異体を作出す
ることはできなかった。作出した 3株にサイ
トキネシスの異常が見られるかどうかを、莢



 

 

や子葉の表皮を観察することによって調べ
たが、異常は全く確認されなかった。また芽
生えにおける遺伝子発現をマイクロアレイ
により網羅的に解析したが、G2/M 期遺伝子の
転写産物レベルには大きな影響を与えてい
ないことがわかった。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) A-type Myb 変異体の異常を促進するエン
ハンサー変異体の単離および解析 
myb3r4変異体が示す弱いサイトキネシスの
異常を促進するエンハンサー変異体を 61 株
単離した。これらのうち、G2/M 期遺伝子の上
流で機能すると考えられる因子に変異を持
つものの候補は、現在までに 3株得られてい
る。今後、エンハンサー変異体の選抜を完了
させて、有望な株から原因遺伝子の同定を行
う予定である。 
 
(2) myb3r4の異常を促進するランズバーグ型
の遺伝的多型 
myb3r4変異体の異常を促進するランズバー
グ型の遺伝的多型を、マップベースクローニ
ング法により、At3g06030 の遺伝子座に同定
した。この遺伝子は ANP3 と名付けられた既
知の MAPKK キナーゼ（MAPKKK）をコードして
おり、構造のよく似た他の二つの因子
（ANP1,ANP3）と共に、サイトキネシスを正
に制御することが示されている。ANP3単独の
遺伝子破壊株では異常を示さないが、ANP2変
異と組み合わせた二重変異体では、様々な組
織で不完全なサイトキネシスが生じること、
anp1 anp2 anp3三重変異体は配偶体致死であ
ることが報告されている。現在のところ、
anp3 myb3r4二重変異体で異常が促進される
メカニズムとして、以下の様な仮説を考えて
いる。つまり、ANP3 の位置する MAPK カスケ
ードを構成する因子群の中に MYB3R4 の標的
遺伝子が存在しており、myb3r4変異によりそ
のレベルが低下する。しかし、この発現レベ
ルの低下だけではサイトキネシスの異常を
引き起こすまでには至らないが、anp3変異と
の組合せにより MAPK カスケードのシグナル
の流れがさらに低下し、その結果不完全なサ
イトキネシスが生じる。この仮説を証明すれ
ば、A-type Myb が MAPK カスケードの制御を 
通じてサイトキネシスを促進しているとい
う結論を得ることができる。MAPK カスケード
の構成因子のうち、MSA エレメントを持ち
G2/M 期に特異的に発現する遺伝子にコード
されるものが複数存在している。これらを
anp3 myb3r4二重変異体に発現させて、異常
の促進が回復するかどうかを調べる予定で
ある。 
 また、本研究の結果から、ANP3のランズバ

ーグ型アリルでは、コロンビア型に比べて機
能の低下が起きていることが予想された。ラ
ンズバーグ型アリルでは、コロンビア型と比
べて 1塩基の相違がみられ、これによりキナ
ーゼドメインの C末端側に位置するプロリン
（コロンビア型）がセリン（ランズバーグ型）
に置換する。このアミノ酸置換がキナーゼ活
性に影響を与えている可能性が考えられる。
ランズバーグ型とコロンビア型の ANP3ゲノ
ム断片を anp3 myb3r4二重変異体に導入して、
表現型を相補する能力がアリル間で異なる
かどうかを検定する予定である。また、ANP3
リコンビナントタンパク質の in vitroでの
キナーゼ活性を測定し、アリル間で活性の異
なる産物をコードしているのかどうかを調
べる予定である。 
 
myb3r4変異体の異常を促進する変異として、
本研究では、anp3変異を同定した。しかし、
この因子は A-type Myb の下流に位置すると
考えられるため、現在のところ当初目的とし
た新規 G2/M 期転写制御因子の同定には至っ
ていない。突然変異誘発処理により得られた
myb3r4のエンハンサー変異体の解析から、目
的とする因子が同定されることが期待され
る。 
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